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NOUVEAUX COMPOSES AROMATIQUES INHCBITEURS DES 
ALDOLASES, PROCEDE DE SYNTHESE ET APPLICATIONS 



L'invention conceme de nouveaux composes inhibiteurs de 
la glycolyse, dont Taction se manifeste par une inhibition des aldolases. 
L'invention conceme aussi leur procede de synthase et leurs applications 
-notamment dans la fabrication de medicaments pour le traitement du cancer. 

La glycolyse repr6sente un m6canisme complexe qui fait 
intervener une cascade.de dix enzymes differentes pour assurer la degradation 
anaerobie du glucose avec liberation d'energie emmagasinee sous forme d f ATP 
(adenosme-S-triphospliate). 

Parmi les dix enzymes prenant part a la glycolyse, les 
aldolases (fructose- 1,6-bisphosphate aldolases), enzymes homotetrameriques, 
interviennent dans une etape importante : le clivage du fructose- 1,6-bisphosphate 
(Fru(l, 6)P 2 ) en deux trioses phosphates, le dihydroxy acetone phosphate (DHAP) 
et.le glycerald6hyde-3-phosphate (GAP). Le clivage du Fru(l,6)P 2 par les 
aldolases s'effectue selon un mecanisme multi-etapes definissant une plurahte 
d'intermediaires reactionnels bien identifies. 

Les aldolases sont essentielles dans. la voie de la glycolyse, 
et par consequent pr£cieuses pour la synthese du pyruvate et de l'ATP. 

Les aldolases se repartissent selon deux classes (Ruther et 
a/., 1964, Fed. Proc. Fed. Am. Soc. Exp. Biol, 23:1248-1257). Les aldolases 
d'une classe se distinguent de celles de Tautre classe notamment par leurs 
origines, mais aussi par leur mode de fonctionnement. Les aldolases de classe I, 
presentes dans Tespece animale, les plantes superieures et certains parasites, 
fixent le Fru(l, 6)P 2 en formant une imine proton6e (ou base de Schiff) entre un 
residu de lysine (lys-229) du site actif et le substrat. Les aldolases de classe II, 
quant & elles, sont sp6cifiques des organismes procaryotes. Elles n6cessitent la 
presence, au niveau de leur site catalytique, d'un ion metallique bivalent pour 
fixer et stabiliser le substrat sous forme enolate, avant clivage. 
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Parmi les inhibiteurs des aldolases de classe I cormus k ce 
jour, on peut citer des inhibiteurs competitifs, notamment ceux d6crits dans 
Blonski C. et aL, 1997 (Biochem. J., 323:71-77) : des derives phosphat6s.de 
Thydroquinone (HQN-P 2 ), du resorcinol (RSN-P 2 ) et le benzaldehyde-4- 
phosphate (HBA-P). Testes sur Taldolase de muscle de lapin, ces inhibiteurs 
pr6sentent, respectivement une constante de dissociation (ou constante 
^inhibition) K ( de l'ordre de 135, 40 et 500 \M. On connait aussi des composes 
phosphat6s de constante d'inhibition K t de Pordre de 30-40 fiM (Hartman et al y 
1965, Biochemistry, 4:1068-1075). 

On peut aussi citer le 2-hydoxybenzaldehyde-4-phosphate 
(Blonski C. et al, 1997, Biochem. J., 323:71-77) un inhibiteur reversible 
dependant du temps de constante d'inhibition globale K t * de 35 ± 5 jxM, capable 
de reduire 80 % de l f activit6 des aldolases pour une concentration d'inhibiteur de 
Pordre de 200 jiM. 

A Tinstar de ces composes, les autres inhibiteurs des 
aldolases connus a ce jour (Gefflaut T. et al, 1995, Prog. Biophys. Mol. Biol., 
63(3):301-340), et les inhibiteurs de la glycolyse en g6n6ral, presentent une 
activity inhibitrice faible, a moins de les utiliser k tr£s forte concentration, ce qui 
limite cbnsiderablement leur champ ^application. Aussi, leur application k faible 
concentration, par exemple k des concentrations compatibles avec des doses 
th6rapeutiques, est difficilement envisageable. 

Or, dans bien des applications, et en particulier dans le 
domaine m6dical, une inhibition significative de la glycolyse est recherchee et ce 
pour des concentrations d'inhibiteur suffisamment faibles pour 6viter tout effet 
nocif pour le patient. A ce titre, on connait une approche, designee par approche 
GRH ("Glycerol rescued hypoxia"), imaginee pour le traitement de certains 
cancers et de certaines tumeurs solides (Mc Carty M.F., 2001, Med. Hypotheses, 
56:286-289). Son fondement repose en particulier sur deux constats. 

En premier lieu, il a ete montr6 que les tumeurs solides et 
les cancers letaux qui se d6veloppent dans des tissus ou regne une faible 
concentration en oxygene (conditions d'hypoxie), possedent un phenotype 
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faisant intervenir la glycolyse corame voie unique de production d'energie. H a 
6t6 Sgalement montr6 que les cellules de ce type se caracterisent aussi par une 
. absence d'activite de la glycerol kinase, une enzyme particuliere qui pennet aux 
cellules saines d ? utiliser le glyc6rolen remplacement du glucose. 
5 L'approche GRH propose done d'inhiber la voie de la 

glycolyse dans toutes les cellules du patient tout en lui dispensant nne dose 
suffisante de glycerol en guise de source unique d'&iergie. Les cellules 
canc6reuses dont la glycolyse represente la voie primordiale de synthase d'ATP 
se trouvent ainsi f 'affam6es n ne pouvant utiliser ni le glucose, ni le glycerol 

10 comme source d'6nergie alternative au glucose. Les cellules saines, quant a elles, 
grace k Tactivit6 glyc6rol-kinase et d'autres enzymes de la partie inferieure de la 
glycolyse (celle des trioses) peuvent utiliser le glycerol pour la synthese du 
pyruvate. On affame done les cellules canc6reuses tout en assurant aux tissus 
sains un apport 6nerg6tique convenable. 

15 Cependant, k ce jour, encore aucun traitement anti- 

canc&reux empruntant 1'approche GRH n'a pu etre mis en oeuvre en raison de 
fabsence d'inhibiteurs suffisamment efficaces de la glycolyse, et plus 
particuU&rement d ! inhibiteurs d'une des enzymes de la partie sup6rieure de la 
glycolyse (celle des hexoses). 

20 De m&ne, la glycolyse representant la seule voie de 

synthase 6nergetique pour de nombreux parasites, le blocage de la glycolyse peut 
etre 6galement une approche tres prometteuse pour le traitement de nombreuses 
pathologies d'origine parasitaire. 

II existe ainsi actuellement une r6elle necessite de pouvoir 

25 disposer d'au moins un inhibiteur efficace de la glycolyse, notamment dans la 
perspective de surmonter le cancer ainsi que certaines maladies parasitaires, ou 
dans le cadre d'eradiquer tout organisme pour lequel la glycolyse repr£sente une 
voie de synthese d f 6nergie principale, voire essentielle. 

La presente invention vise k pallier les lacunes 

30 pr6c6demment signages en proposant de nouveaux composes chimiques ayant la 
capacity d'inhiber la glycolyse et en particulier l'activit^ des aldolases de classe L 
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L'invention vise plus particulterement a proposer des 
composes qui pax leur efficacite d'inhibition des aldolases peuvent etre utilises k 
titre de medicaments, c'est-a-dire efficacement et ceci k des doses therapeutiques 
-notamment dans le cadre de traitements du cancer-. 

5 L'invention a 6galement pour objectif de proposer des 

applications de ces composes a titre d'agents inhibiteurs de la glycolyse, a 
l'exception des applications therapeutiques. Par extension, l'invention tend a 
proposer de nouveaux medicaments, notamment pour le traitement du cancer 
et/ou des maladies parasitaires. - 

10 Enfin, l'invention a pour objectif de proposer un procede de 

synthese des composes selon l'invention, de mise en oeuvre k la fois simple, 
quantitative et peu couteuse, en d'autres termes, un procede compatible avec les 
contraintes economiques d'une production a rechelle industrielle. 

Dans tout le texte, on adopte la terminologie suivaute : 

15 - maillon aromatique : cycle conjugue d'un noyau 

aromatique dans lequel les electrons libres peuvent se deplacer d'un atome de 
carbone a im autre sans se lier a aucun d'eux (deiocalisation des electrons par 
effet de resonance), et d'un atome de carbone d'un maillon a un atome de carbone 
d'un autre maillon ; les noyaux aromatiques de type naphtalene mis en oeuvre 

20 dans 1'invention presentent ainsi une alternance de liaisons simples (liaisons a) et 
doubles (liaisons 7t), conduisant a un systeme d'electrons n fortement delocalisds 
entre les deux maillons aromatiques formant ces noyaxix, 

- mimetique du groupement phosphate : substituant d'un 
compose chimique, autre qu'un groupement phosphate, adapte pour ameliorer la 

25 biodisponibilite du compose chimique au niveau de sa cible prot6ique (l'aldolase) 
dans le cadre de Tinvention ; les mimetiques du groupement phosphate peuvent. 
etre de deux types : des groupements protecteurs enzymolabiles ou des analogues 
stables du phosphate, 

- groupement protecteur enzymolabile : mimetique du 
30 groupement phosphate adaptd pour permettre la diffusion passive du compose k 

travers des systemes membranaires cellulaires ou parasitaires, selon une methode 
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de masquage de charges puis pour subir, k l'intSrieur de la cellule ou du parasite,, 
une transformation (ou d6protection) enzymatique de fa9on a pouvoir gen6rer un 
groupement phosphate ou un analogue stable du phosphate, 

- analogue stable du phosphate : mimetique du 
5 groupement phosphate qui par comparaison k un groupement phosphate presente 
une stability am61ior6e vis-^-vis des conditions physiologiques -notamment pH 
et/ou environnement enzymatique-. 

L'invention concerne un compos6 aromatique comprenant 
un groupement aldehyde, un groupement phenol et un groupement phosphate ou 
10 un mimetique du groupement phosphate, tel qu ! un groupement protecteur. 
enzymolabile ou un analogue stable du phosphate, caracterise : 
- en ce que son noyau aromatique est forme par la condensation de deux 

maillons aromatiques de type benzenique, 
• - et en ce qu'il r6pond a la formule generate suivante : 

15 




(Q 



20 dans laquelle : 

• le groupement aldehyde (-CHO) et le groupement phenol (-OH) sont 
fix6s & deux atomes de carbone adjacents d ! un meme maillon 
aromatique, dit premier maillon aromatique, 

• et, fixe k un atome de carbone d'un deuxieme maillon aromatique, dit 
25 second maillon aromatique, R est un groupement phosphate ou un 

mimetique du groupement phosphate. 

Bien que les mecanismes reels de rinhibition des aldolases 
de classe I ne soient pas defmitivement elucidSs spScifiquement pour chacun des 
composes de Tinvention, les travaux des inventeurs sur certains de ceux-ci ainsi 
30 que les travaux de moderation du site actif de diff6rentes aldolases de classe I, 
permettent d'envisager une inhibition efficace de ces aldolases grace a des 
composes qui repondent i la d6finition precedente. 
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L'invention a ainsi permis de montrer que la presence 
simultan6e d'un groupement phosphate, d'un groupement hydroxyle et d'un 
gFOupement aldehyde, greff6s a une structure chimique de geometrie plane telle 
qu'un noyau aromatique de type naphtalene, est n6cessaire pour generer une 
5 bonne reconnaissance et une affinit6 appreciable avec le site actif des aldolases. 

Le groupement phosphate est essentiel k la reconnaissance 
de Tinhibiteur par P aldolase. Le groupement phosphate s'ins6re k l'interieur de 
la poche de reconnaissance* de Tenzyme et pemiet au compost aromatique 
d'adopter une bonne orientation a l'interieur du site actif. Le compose 

10 aromatique expose alors les groupements aldehyde et phenol a bonne distance 
d'au moins un des trois r6sidus de lysine (Lys-107, Lys-146, Lys-229) du site 
actif, de fa9on a former avec celui-ci, a pH physiologique, une Uaison stable de 
type imine proton6e ou base de Schiff. L'exigence de la disposition du 
groupement phosphate sur un maillon aromatique autre que celui occupy par 

15 l'aldehyde et l'hydroxyle, a ainsi une grande importance. En effet, un noyau 
aromatique de type naphtalene permet de positionner l'hydroxyle et l'aldehyde a 
une distance du groupement phosphate particulierement appropriee pour une 
bonne afi5nit6 du compost vis-i-vis des aldolases ; la distance s6parant le 
groupement phosphate de Tald6hyde et de l'hydroxyle conduit a une 

20 reconnaissance du groupement phosphate par les aldolases et a la stabilisation du 
compos6 dans le site actif, par le biais d ! un des trois r6sidus de lysine, avec une 
tres faible contrainte exerc6e sur le compose et done une faible depense 
d'energie. 

D^utre part, les positions respectives de l'aldehyde et de 
25 l'hydroxyle par rapport au phosphate jouent un role important dans la selectivity 
d'une aldolase particuliere pour un compos6 bien defini selon l'invention. 

Enfin, la presence des groupements hydroxyle et aldehyde 
sur deux atomes de carbone adjacents d'un meme maillon aromatique est 
primordiale et gouverne la formation de cette liaison particuliere au niveau du 
30 site actif des aldolases de classe I. Le groupement hydroxyle joue 
vraisemblablement un role de catalyseur acide lors de la d6shydratation de la 
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carbinolamine intermediate et intervient ensuite vraisemblablement dans la 
stabilisation de la base de Schiff protonee, genfrant ainsi une inhibition efficace 
quasi-irreversible, voire irreversible! 

Un noyau aromatique de type naphtatene sur lequel sont 
5 greff&s les groupements phosphate, aldehyde et phenol k des positions 
particulieres, permet 6galement et avantageusement de definir un compose a 
g6ometrie plane conformationnellement plus contrainte que les substrats des 
aldolases (Fru(l,6)P 2 , GAP, DHAP), et de dimensions adapt6es, respectant a la 
fois les contraintes d'accessibilite du compose au site actif des aldolases, et 

10 d'encombrement st&ique k ce niveau. 

De tels composes aromatiques sont done susceptibles 
d'occuper le site actif des aldolases de classe I de sorte que la fixation et le 
clivage du Fructose- 1,6-bisphosphate puissent etre empeches, et in fine, de fa9on 
k entrainer le blocage de la glycolyse. De tels composes aromatiques sont ainsi 

15 susceptibles d'inhiber de fa?on efficace les aldolases de cellules eucaryotes et/ou 
de parasites, et done de bloquer la glycolyse des cellules eucaryotes et/ou 
parasitaires. 

Cependant, lorsqu'une inhibition intracellulaire et/ou 
intraparasitaire est souhaitee, l'etat d'ionisation du groupement phosphate, 
20 n6cessaire k la reconnaissance et k Tencrage d'un compose selon Tinvention au 
site actif des aldolases, engendre un probteme pour le passage de ces inhibiteurs 
a travers la membrane cellulaire, se traduisant par une mauvaise biodisponibilite 
de ces compos6s d'ou une faible activity globale. 

Une premiere approche permettant d'ameliorer la 
25 biodisponibilite d'un compost phosphate, consiste a proteger les groupements 
phosphates de fapon a masquer temporairement ces charges -notamment au 
moyen de groupements protecteurs enzymolabiles-, et ainsi permettre leur 
passage de fagon passive a travers des membranes cellulaireS. 

Par ailleurs, le pH, notamment dans les tissus vivants, 
30 cellules et parasites, peut etre k Torigine d'un clivage spontan6 du groupement 
phosphate. De meme, de nombreuses enzymes -notamment les phosphatases- 
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sont capables de cliver la liaison cycle aromatique-phosphate. Aussi, pour les 
applications sur des tissus, cellules, parasites vivants, il est preferable de 
substituer ces groupements phosphates par des mimetiques, notamrnent des 
analogues stables du phosphate. 

Avantageusement, un mim&ique du groupement phosphate 

est clioisi panni : 

- un groupement protecteur enzymolabile adapte pour permettre audit 
compost aromatique un passage passif a travers des systemes membranaires 
cellulaires et/ou parasitaires et pour pouvoir generer, une fois h Tinterieur 
d f une cellule ou d'un parasite, la formation d'un groupement phosphate ou 
d'un analogue stable du groupement phosphate, 

un analogue stable du phosphate adapte pour pr6server le compose 

aromatique d'une dephosphorylation spontanee et/ou enzymatique 

-notamrnent par les phosphatases cellulaires et/ou parasitaires-. 

A titre d'exemples non limitatifs de composes selon 

Pinvention susceptibles d'inhiber les aldolases, on peut citer des composes qui, 

selon la nomenclature officielle, peuvent etre d6signes par : le 5-formyl-6- 

hydrdxy-2-naphtylphosphate, le 6-formyl-5-hydroxy-2-naphtylphosphate, le 4- 

formyl-5-hydroxy-l-naphtylphosphate, le 5-formyl-4-hydroxy-l-naphtyl- 

phosphate, le 4-formyl-3-hydroxy-2-naphtylphosphate, le 3-formyl-4-hydroxy-2- 

naphtylphosphate, le 3-formyl-2-hydroxy-l-naphtylphosphate, le 2-formyl-3- 

hydroxy-l-naphtylphosphate, ou un derive de ces derniers obtenu par la 

substitution du groupement phosphate par un mimetique du groupement 

phosphate selon l'invention. 

Avantageusement, un compose aromatique selon 

Tinvention a pour formule generale : 
OH 




oix Rj est un groupement phosphate ou un mimetique du groupement phosphate. 
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Lorsque Rj est un groupement phosphate, le compose 
aromatique selon la formule g6n6rale (II) est alors d^signe, conformement a la 
nomenclature officielle, par le 5-fomiyl-6-hydroxy-2-naphtylphosphate (d6signe par 
la suite par FHN-P). Aussi, un compos6 selon rinvention et de formule generate 
5 (II) peut etre le 5-fonnyl-6-hydroxy-2-naphtylphosphate ou un d6rive de ce dernier, 
obtenu par une substitution du groupement phosphate par un mim6tique selon 
Tinvention. 

Des etudes d'interaction du FHN-P avec les aldolases de 
classe I, plus_particuli£rement avec Taldolase de muscle de lapin, ont 6te realisees 

10 par spectroscopic UV/visible de difference et par spectrom6trie de masse 
61ectrospray. Ces Etudes ont 6t6 completees a la fois par des analyses de 
cinetiques enzymatiques et des experiences utilisant des aldolases mut£es. 

Sur Taldolase de muscle de lapin, rinvention a permis de 
mettre en evidence la formation d'une base de Schiff entre le groupement 

15 aldehyde du compost aromatique selon rinvention et Tenzyme. Elles ont 
egalement permis de montrer Timplication du r6sidu Lys-107 dans la formation 
de cette base de Schiff. Enfin, Tinhibition de Taldolase de muscle de lapin par le 
FHN-P a 6t6 d6finie comme 6tant une inhibition reversible dSpendante du temps 
("slow-binding inhibition"). Ce type d'inhibition, outre le fait de presenter un 

20 haut degr6 de selectivite, se caracterise par une fixation lente de Tinhibiteur a 
Tenzyme qui peut etre aussi efficace qu'une inhibition realisee par un inhibiteur 
de type irreversible chimiquement reactif (Morrison et Walsch, 1988, Adv. 
Enzymol. Relat. Aeras MoL Biol, 61:201-301). ^inhibition de Taldolase de 
muscle de lapin par le FHN-P se caract6rise par une constante globale 

25 d'inhibition K t * de Tordre de 25 nM. Ainsi, ce compose represente a ce jour 
Tinhibiteur r6versible dependant du temps le plus puissant vis-i-vis des aldolases 
de classe L Qui plus est, comme toute inhibition impliquant la formation d'une 
base de Schiff entre inhibiteur et un residu de lysine, cette inhibition peut etre 
rendue irreversible par un traitement au borohydride de sodium du complexe 

30 inhibiteur-enzyme. 
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II est k noter qu'un compose tel que le 2-(4-formyl-3- 
hydroxyph6nyl)-l-6thyl6ne dihydrog6ne phosphate peut etre consid6r6 dans 
l'inhibition des aldolases comme un equivalent de FHN-P. En effet, ce compose 
r6pond, de fapon tres comparable au FHN-P, aux conditions necessaires a 

5 Tinhibition des aldolases, precedemment exposees. La presence du groupement 
phosphate de ce compose permet tout d'abord une reconnaissance par les 
aldolases. Ce compost tout comme le FHN-P s'oriente alors a rintfrieur du site 
actif et, compte tenu de la distance separant le groupement phosphate des 
groupements aldehyde et phenol, tres sensiblement identique k celle des. 

10 groupements de FHN-P, il expose au proche voisinage d'un des r6sidus de lysine 
ses groupements aldehyde et phenol. 

Avantageusement, un groupement protecteur enzymolabile 
selon l'invention est un groupement de nature k etre deprotege par une(des) 
*est6rase(s) intracellulaire(s). 

15 Avantageusement, et selon l'invention ce groupement 

protecteur enzymolabile presente la formule generate suivante : 



20 



25 



r -r 0R ' m 

' OR 5 

ou R' peut etre choisi parmi un des groupements suivants : 




-CH 2 ^^ C Me 3 (IV) 

■^^vVs (v) 



Un compose aromatiqu'e selon l'invention presente ainsi un 
groupement protecteur enzymolabile, dit de type oxymethylester. Les 
mecanismes de deprotection d'un tel groupement enzymolabile sont notamment 
decrits par Farquhar et aL, 1983 (J. Pharm. Sci., 72:324-325), et par Srivastva et 
30 al. s 1984 (Bioorg. Chem., 12:1 18-124). 
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Avantageusement, selon une autre variante, un groupement 
protecteur enzymolabile selon 1'invention, de nature a etre d6prot6ge par des 
esterases intracellulaires, pr6sente la formule g6n6rale suivante : 



«or" ^ 



' OR" 

oh R" peut 6tre choisi panni un des groupements suivants 




10 



-ch 2 ^ \ Et (vn) 

-CHa^s^CMe, (VIII) 



15 



(IX) 



Bien que les groupements protecteurs enzymolabiles de 
20 type thioester font intervenir pour leur deprotection les memes enzymes que pour 
les groupements protecteurs enzymolabiles de type oxymethylester, le 
m6canisme r6actionnel est cependant bien different et est notamment decrit par 
Lefebvre eta/, 1995 (J. Med. Chem, 38:3941-3950). 

Selon une variante de realisation en matiere de masquage 
25 temporaire de charge, un groupement protecteur enzymolabile selon rinvention 
est susceptible d'etre d6prot£g6 par une(des) r6ductase(s) intracellulaire(s). 

Avantageusement, selon cette variante de realisation, un 
groupement protecteur enzymolabile repond a la formule generate suivante : 




(XI) 

oil R ,n peut etre choisi parmi un des groupements suivants : 
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5 Les m6canismes de d£protection d'un tel groupement 

protecteur enzymolabUe bnt 6te decrits par Puech et al, 1993 (Antiviral Res., 
22:155-174). 

II est bien entendu possible de pallier l'etat ionise du 
groupement phosphate de certains composes aromatiques selon 1'invention par 

10 des techniques autres que le masquage de charges par des groupements 
protecteurs enzymolabiles. Selon Implication envisagee (sur des aldolases 
extraites ou non de cellules), on pourra preferer avoir recours a un encapsulage 
particulier (forme gallenique), ou a une technique d'administration particuli6re 
(m£thodes d'injections), en complement ou en remplacement des groupements 

15 protecteurs enzymolabiles, et notamment ceux precedemment cites. 

Avantageusement, un analogue stable du phosphate selon 
rinvention peut etre choisi parmi l'un des groupements suivants : 

- le methyldnephosphonate, 

- le difluoromethylenephosphonate, 

20 - le monofluorom&hylenephosphonate, 

notamment decrits dans Nieschalk J. et al, 1996 (Tetrahedron Lett., 
52(1):165-176). 

Avantageusement et selon rinvention, un atome 
d'hydrogene d'au moins un des atomes de carbone d'au moins un des maillons 

25 aromatiques est substitu6 par un substituant, dit substituant hydrophobe adapt£ 
pour ameliorer l'hydrophobicite globale du compos6. La presence d'un tel 
groupement facilite Faeces d'un compose aromatique selon rinvention au site 
actif, relativement hydrophobe, des aldolases. II convient en outre de choisir un 
groupement compatible avec la synthase du compose selon rinvention et de tenir 

30 compte des contraintes d ! encombrement stdrique au niveau du site actif des 
aldolases. 
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Avantageusement, chacun des substituants hydrophobes 
selon Tinvention est un groupement alkyle de chaine principale comprenant au 
maximum trois atomes de carbone. 

L'invention concerne en outre un compos6 aromatique 
5 selon Tinvention pour ses utilisations comme agent inhibiteur de Tactivit6 des 
aldolases de classe I, et par extrapolation, comme agent inliibiteur de la 
glycolyse, chez les organismes eucaryotes. Avantageusement, Tutilisation d'un 
compose aromatique se fait dans un cadre non therapeutique. 

Avantageusement et selon Tinvention, un compost 
io aromatique utilise a cette fin est susceptible de pr6senter une constante 
d'inhibition K t des aldolases inf&ieure a 25 fxM, notamment inferieure a 50 nM 
-typiquement de Tordre de 25 nM-. 

Avantageusement et selon Tinvention, un compose 
aromatique utilised cette fin est susceptible d'inhiber au moins une aldolase de 
15 fa9on irreversible ou quasi irreversible. 

L ! invention s'etend a un proced6 d'inhibition d'aldolases 
extracellulaires ou intracellulaires, avantageusement a Texception des aldolases 
intracellulaires de cellules vivantes non isolees d'un corps humain ou d'un corps 
animal ou d f un embryon humain, dans lequel on met ces aldolases au contact d'au 
20 moins un compose aromatique selon Tinvention, au moins en quantite suffisante 
pour induire un effet notable sur Tactivit6 des aldolases. 

Avantageusement, un proc6de selon Tinvention est 
applique a Tinhibition de la glycolyse cellulaire. 

Avantageusement, un precede selon Tinvention peut etre 
25 applique pour enrayer le developpement d'une cellule cancereuse. 

L'invention s'6tend aussi a un medicament comprenant un 
compost aromatique selon Tinvention. 

Dans la lutte contre le cancer, diff6rentes approches 
therapeutiques ont ete imagindes (chimioth6rapie, radiotherapie, chirurgie,...) et 
30 de nombreux traitements sont aujourd'hui utilises. Toutefois, a ce jour, il n'existe 
aucun traitement totalement efficace contre les cancers. Le choix des traitements 
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actuels se fait g6neralement en fonction du type de tissu et des organes atteuits, 
ainsi que du degre de diffusion et de la malignit6. Cependant,. beaucoup de 
traitements sont mal supportes £ plus ou moins long terme par les patients. De ce 
fait, une approche multi-therapeutique est generalement prescrite, d'oti la 

5 necessit6 de pouvoir disposer de differents traitements pour pouvoir soigner un 
meme type de cancer et qu f il sera possible de prescrire. alternativement a un 
patient. La possibility de pouvoir mettre en oeuvre l'approche GRH donnerait 
lieu a de nouveaux traitements et ainsi un grand progres dans la lutte contre le 
cancer. Un compost aromatique selon l'invention permet de mettre en oeuvre tres 

10 favorablement l'approche GRH. 

L'invention s'etend ainsi egalement k l'utilisation d'un 
compose aromatique selon Tinvention pour la fabrication d'un medicament pour 
le traitement du cancer -notamment pour la fabrication d'un medicament pour le 
traitement du cancer s'effectuant selon l'approche GRH-. 

15 L'invention s'6tend aussi k im procede de synthese d'un 

compost aromatique selon l'invention. 

Selon un premier aspect de l'invention, le proc6d6 permet la 
synthese d'un l-hydroxy-2-naphtald6hyde phosphoryle sur un atome de cafbone 
du deuxieme maillon aromatique. 

20 Avantageusement, un procede de synthese selon Tinvention 

comprend une 6tape de phosphorylation d'un compose 2-naphtald6hyde 
dihydroxyl6, hydroxyle sur l'atome de carbone 1 du premier maillon aromatique 
et sur un des atomes de carbone du second maillon aromatique, ladite 
phosphorylation correspondant a une substitution du groupement hydroxyle du 

25 second maillon aromatique par un groupement phosphate. 

Avantageusement et selon l'invention, 1'etape de 
phosphorylation est inittee par la technique du triethyl phosphite, pyridine et 
iode, dans une solution de CH 2 C1 2 /THF (Stowel J.K. et al, 1995, Tetrahedron 
Lett., 36:182-185 ; Ladame S. et a/., 2001, Phosphorus, Sulfur and Silicon, 

30 174:37-47). 
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Avantageusement et selon l'invention, la phosphorylation 
est effectuee sur le l,6-dihydroxy-2-naphtaldehyde pour aboutir, apr&s 
deprotection (Page P. et a/., 1999, Bioor. Med. Chem., 7:1403-1412), au 
5-formyl-6-hydroxy-2-naphtylphosphate (FHNrP). 
5 L'invention concerne aussi un compose aromatique 

inhibiteur d'aldolase, un procede d'inhibition des aldolases et de la glycolyse, 
ainsi qu'un medicament, caract6ris6s en combinaison par tout ou partie des 
caracteristiques mentionn6es ci-dessus ou ci-apres. 

D'autres-buts, caracteristiques et avantages de l'invention 

io apparaissent k la lecture des exemples qui suivent. Les figures 1 a 5 illustrent les 
resultats obtenus dans ces exemples, 

Methodes de svnthese et d'analyse phvsico-chimique 
Toutes les reactions sensibles a l ! humidit6 ont ete realisees 
sous atmosphere d'argon dans des conditions anhydres. 

15 Le tetrahydrofurane (THF) et lather 6thylique sont distiltes 

sur sodium/benzophenone. Le dichlorom&hane est distille sur P 2 0 5 . La pyridine 
et la triethylamine sont distillees sur de la potasse. Le methanol est distille en 
presence d f une quantite faible de sodium. Les solvants pour les chromatographies 
liquides & haute pression (HPLC) sont utilises sans autres purifications. 

20 L^volution des reactions a ete suivie par chromatographic 

sur couche mince (CCM) sur plaque de silice (Merck 60-F254) en utilisant des 
syst&nes d'eluants appropries. Les produits ont ete reveles par irradiation UV 
(A,=254 nm et 366 nm) ou par utilisation de vapeur d'iode ou de revelateur 
sp6cifique comme le zinzade (molybdate d'ammonium) pour les produits 

25 phosphoryles, ou le r£v61ateur de Pancaldi contenant 5% de sulfate de cerium 
(IV), une solution aqueuse d'acide sulfiirique a 6% et 8% de molybdate 
d' ammonium. 

Les produits ont et6 purifies par chromatographic flash sur 
gel de silice (Merck-60, 230-400 mesh) ou bien par chromatographic liquide k 
30 haute pression (HPLC) preparative sur colonne phase inverse CI 8 (Macherey- 
Nagel polygoprep CI 8, 12-25 p.m, 60 A) avec des syst&mes d'eluants appropri6s. 
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Les spectres RMN 1 H, 13 C et 31 P ont ete enregistres sur des 
spectrometres Bruker AC 200 ou AC 250. Les d6placements chimiques (8) sont 
exprimes en ppm, k partix du tetramethylsilane pour les noyaux J H et l3 C, a partir 
de Tacide phosphorique pour le noyau 31 P. Les valeurs des constantes de 
5 couplages sont exprimees en Hz. Les abreviations suivantes ont et£ utilis6es : s, 
singulet ; se singulet elargi ; d, doublet ; t, triplet ; q, quadruplet et m, multiplet. 

Les spectres de masse (DCI) sont realis6s sur un 
spectrom&re quadripolaire Nermag R10-10. 

Les analyses elementaires ont ete effectu6es sur un appareil 

10 Eager 200. 

EXEMPLE 1 : Svnthese du 5-formvl-6-hvdroxv-2- 
naphtvlphosnhate fFHN-P) : 

Le l,6-dihydroxy-2-naphtaldehyde (0,21 g ; 1,1 mmol), 
prSalablement synthetis6 (Jonhson W.S.J, et Shelberg W.E., 1945, J. Arn. Chem. 

15 Soc, 67:1745-1753 ; Jonhson W.SJ. et a/., 1944, J. Am. Chem. Soc, 
66:218-222 ; Bilger C. et a/., 1987, Eur. J. Med. Chem., 22:363-365), est mis en 
solution dans du CH 2 C1 2 (34 ml). On ajoute de la pyridine anhydre (0,1 ml ; 1,24 
mmol) maintenue a 0°C. On ajoute alors un melange de iode (0,1 g ; 1,2 mmol) 
et de tri6thyle phosphite (0,23 ml ; 1,32 mmol) dissous dans du CH 2 C1 2 (10 ml). 

20 L'ensemble est maintenu sous agitation & 0°C pendant 1 heure puis laisse a 
temperature ambiante. De 1'eau (20 ml) est ajoutee. La phase organique est lavee 
avec de la saumure (solution d f eau satur6e en NaCl) puis sSchee sur du MgS0 4 . 
On supprime le solvant k pression r6duite. Apres chromatographie flash 
(CH 2 C1 2 ), une huile de couleur jaune est obtenue (0,11 g ; 31%) : le l-hydroxy-2- 

25 naphtaldehyde-6-diethylphosphate. 

Du bromotrim6thylsilane (0,15 ml ; 1,1 mmol) est ajoute 
lentement sous agitation a la solution de l-hydroxy-2-naphtaldehyde-6- 
didthylphosphate (0,054 g ; 0,17 mmol) pr6cedemment obtenue, en solution dans 
du CH 2 C1 2 anhydre (200 fil) sous atmosphere d'azote. Le melange obtenu est 

30 agit6 pendant 3 heures a temperature ambiante. Du Et 2 0/H 2 0 (10:1) est alors 
ajoute et la phase organique obtenue est lavee k Teau. Le pH de la phase aqueuse 
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est ajust6 a 7,6 avec de la soude 1 M. La solution est lyophilisee pour aboutir k 
une poudre blanche (0,050 g ; 96%) de 5-formyl-6-hydroxy-2-naphtylphosphate 
(FHN-P) sous forme de sel de sodium. 

l H NMR (250 MHz, D 2 0) : 67,11 (d, V M -8,50 .Hz, 1H, H3) ; 7,34 (d, 
5 % 7 ^=8,00 Hz, 1H, H7) ; 7,41 (se, 1H, H5) ; 8,24 (d, 3 J H4 . H3 =8,50 Hz, 1H, H4) ; 
9,84 (d, ^^=8,00 Hz, 1H, H8) ; 9,91 (s, 1H, CHO). 

13 C NMR (50 MHz, D 2 0) : 8114,73 (C2) ; 116,93-(C10) : 118,32 (d, ^=3,57 
Hz, C5) ; 120,13 (C8) ; 123,36 (d, V C . P =5,00 Hz, C7) ; 123,42 (C9) : 126,72 
(C3) ; 128,31 (C4) ; 142,35 (CI) ; 158,49 (d } ^=6,00 Hz, C6) ; 138,32 (CHO). 

10 31 P NMR (81 MHz, D 2 0) : 50,56. 

Spectrometrie de massfe (FAB) : 267,^ nax H 2 ° (pH 7,6) : 392 nm (s5100 M'W 1 ), 
277 nm (84650 M^crn" 1 ). 

BXEMPLE 2 : Activite inhibitrice de Taldolase de muscle 
de lapin (RM) par FHN-P 

15 • M&hode d'analvse : 

L'activite aldolase a 6te mesuree au moyen d'un systeme de 
tests enzymatiques coupl6s : le syst&me triose-phosphate isomerase et glycerol-3- 
phosphate deshydrogenase (TIM/GDH) en suivant l'oxydation du NADH 
(Boehringer-Mannheim, France), a 340 nm, au moyen d ! un spectrophotometre 

20 SAFAS thermostate k 25 °C. Les tests ont 6t6 inities par addition du substrat (le 
Fru(l,6)P 2 ; 1 mM en concentration finale), pour completer une solution 
d'aldolase realis6e dans un tampon trietbanolamine (tampon TEA) (100 mM 
TEA/HC1 ; 50 mM NaCl ; 1 mM EDTA, pH 7,6 ; de force ionique 0 5 15), 0,42 
mM de NADH, et contenant les deux systemes enzymatiques (10 p.g/ml de GDH 

25 et 1 jig/ml de TIM) pour un volume final de 1 ml. La construction, la 
surexpression et la purification de l'aldolase recombinante ont 6te realisees selon 
Morris A.J. et al 9 1993, (J. Biol. Chem., 265:1095-1 100) et Berthiaume L. et a/., 
1993 (J. Biol. Chem., 268:10826-10835). 

Le taux de clivage du substrat est d6termin6 en mesurant la 

30 d6croissance de Tabsorbance/minute k 340 nm. L'aldolase est dialysSe toute la 
nuit a 4°C contre un tampon TEA avant utilisation. La concentration en prot&ne 
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est d6terminee par spectrophotometrie en utilisant comme coefficient d'extinction 
8280=0,91 ml.mg^.cm" 1 . La concentration de sous-unites est d6terminie en se 
basant sur un poids moteculaire de 159 000 pour un t6tramere d'aldolase, 

- Methode cinetique : 

5 Dans le cas present, rinhibition reversible dependante du 

temps ("Slow binding inhibition") implique la formation rapide d'un equilibre 
entre l'enzyme E et 1'inhibiteur I, suivie d'un complexe initial EI qui subit une 
isomerisation lente et reversible vers un complexe EI* cinetiquement plus stable, 
comme montre dans le schema r6actiennel et dans les equations r6actionnelles 

10 pr6sentes a la Figure 1, ou K t * represente la constante globale d'inliibition, K { la 
constante de dissociation du complexe de Michaelis EI, rapidement forme, et K d 
la constante de dissociation du complexe EI*. 

- Caracterisation de l'inhibition reversible dependante du temps : 

En absence du substrat la constante de vitesse apparente 
15 d'ordre 1 (k^) d6crivant la formation du complexe EI* est definie par l'equation 
eqn.(l) (Figure 1) (Morrison et Walsh, 1988, Adv. Enzymol. Relat. Aeras MoL 
Biol, 61:201-300). 

La valeur de k app reflate la cinetique de saturation lorsque 
la concentration d ! inhibiteur [I] croit, elle varie entre des limites basse et haute, 
20 respectivement, de k_ 7 et k 2 +k m2 . 

A l'equilibre, lorsque [EI*]>[EI], on utilise l'equation 
eqn.(2) (Figure 1), oil [E] t et [I] t reprdsentent les concentrations initiales, 
respectivement, de Tenzyme et de Tinhibiteur ; et K d est la constante de 
dissociation du complexe EI* (Segal I.H., 1975, Enzyme kinetics : Behavior and 
25 Analysis of Steady-State and Rapid Equilibrium Enzyme Systems, Willey- 
Interscience, New- York). 

Dans la situation extreme ou h 2 tend vers zero, un 
inhibiteur reversible d6pendant du temps peut s'apparenter k un inhibiteur 
irreversible dirig6 contre le site actif. Dans cetfe situation, Tequation eqn.(3) est 
30 utilis6e pour ce type d'inhibition (Meloche H.P., 1967, Biochemistry, 6:2273- 
2280). Le temps de demi-inactivation de Tenzyme (t 1/2 ) se d6finit comme etant 
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une fonction de la concentration de l'inhibiteur rSciproque et est representee 
graphiquement par une droite coupant l'axe des ordonnees en ln(2/fc 2 ) et coupant 
l'axe des abscisses en -!/£,. 
• Protocole experimental : 
5 L f aldolase native (5 jiM de sous-unites) est incubee en 

presence de FHN-P (0,05-1 mM) dans le tampon TEA. L'activite enzymatique 
est analyst en fonction du temps avec des aliquots de 10 jxl. 

La cin&ique deactivation suit une cin6tique de pseudo 
premier ordre et les parametres cinetiques K t et k 2 sont determines en utilisant 

io l'equation eqn.(3). Pour determiner le taux de reactivation, l'aldolase (25 \iM de 
sous-unites dans le tampon TEA) est incubee avec 500 \iM de FHN-P jusqu'a 
obtenir 90% deactivation. L'exces d'inhibiteur est enleve pax ultrafiltration en 
utilisant une membrane (Millipore) PM-30. Le complexe enzyme-inhibiteur est 
incub6 dans le tampon TEA (15 p.M de sous-unites en concentration finale) 

15 contenant l'hexitol-P 2 (10 mM). Des aliquots (10 pi) sont preleves a differents 
temps pour mesurer l'activite aldolase. 

Les controles consistent a r6p6ter le protocole sans FHN-P. 
Le processus de reactivation est analys6 comme si c'6tait une reaction d'ordre 1. 
- Suivi par spectroscopic UV/visible de difference. 

20 Les spectres d'absorption sont mesur£s en utilisant un 

spectrophotom&xe Cary IE Varian thermostat^ a 25°C. Le meme tampon TEA 
est utilise pour les titrations et les analyses d'activite. Les spectres d'absorption 
sont mesures par deux m6thodes diffcrentes, notamment d6crites dans Gefflaut T. 
et al, 1986 (Bioorg. Med. Chem., 4:2043-2054) et Blonski C. et al, 1997 

25 (Biochem. J., 323:71-77). 

Pour la m6thode A, les spectres d'absorption sont 
enregistr6s en fonction temps, soit entre 250 et 500 nm, soit a des longueurs 
d'onde correspondant k l'absorption maximale ou minimale. Les mesures sont 
inittees par addition de FHN-P a differentes concentrations finales (0,1-1 mM) 

30 dans le tampon TEA renfermant une concentration fixe d'aldolase (10 jiM de 
sous-unit6s). Les spectres d'absorption mesur6s du complexe en2ymatique sont 
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corriges avec l'absorbance du tampon, de FHN-P, et de l'enzyme (mesurees 
separ6ment). Les spectres d'absorption de difference ainsi obtenus sont utilises 
pour d6terminer la valeur des constantes d6finissant la formation du complexe 
aldolase-inhibiteur. 

5 . La methode B est utilisee pour le titration du FHN-P par 

l'acide aminocaproique. Pour chaque analyse au tampon TEA renfennant une 
concentration fixe de FHN-P (10 pJM), l'acide aminocaproique est ajout6 pour 
obtenir differentes concentrations finales (0,01-0,2 M). Les spectres d'absorption 
de diff6rence, correspondant a la formation d'une base de Schiff, sont enregistres 

10 a differents intervalles de temps, puis corriges avec l'absorbance du tampon, de 
l'acide aminocaproique, et de FHN-P (mesurees separement). 

La constante de vitesse apparente d'ordre 1 (k ajJp ) et les 
variations d'absorption maximales limites (AA^ sont obtenues pour chaque test 
en appliquant les donnees d'absorption dSpendantes du temps a l'equation 

15 cin&ique d'ordre 1 (ou i l'ensemble des deux mecanismes cinetiques d'ordre 1). 
La constante de dissociation (K d ) de la base de Schiff form6e entre le FHN-P et 
l'acide aminocaproique est obtenue a partir des differences d'absorption 
determines k l'6quilibre en utilisant liquation eqn.(2). La valeur de la constante 
de dissociation (JQ du complexe EI rapidement form6 et celle de la constante k 2 

20 correspondant k la formation lente du complexe EI* proviennent de l'analyse des 
valeurs des constantes d'ordre 1 selon les equations eqn.(l) ou eqn.(3). 

Tous les tests de spectroscopic UV/visible de difference 
utilisant des aldolases mutants (10 jliM de sous-unites) sont menes en utilisant la 
methode A. 

25 - Suivi par spectrom6trie de masse electrospray (ESI/MS) 

Les spectres de masse electrospray sont obtenus en mode 
positif sur un quadripole Finnigan Mat TSQ 700. Les aldolases (50 jiM de sous- 
unit6s dans le tampon TEA) sont incub6es avec 50 \iM de FHN-P jusqu'a 
atteindre 60±5 % d'inactivation. L'exces d'inhibiteur est supprime par 

30 ultrafiltration au tampon ac6tate d'ammonium (10 mM, pH 5,5). Les 6chantillons 
sont prepares a environ 10 pmol/^1 dans H 2 0/m6thanol (1:1, v/v) avec une 
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concentration finale de 1 mM d'acetate d'ammonium et 0,5% d'acide acetique. 
Les echantillons sont infiisSs a l'int&ieur de la source du spectrometre avec un 
d6bit continu de 4 fil/min. 
• Risultats 

- Inhibition reversible dependant du temps de Taldolase par 
FHN-P. 

L'incubation de Taldolase de muscle de lapin avec le 
FHN-P conduit a une perte de l'activite enzymatique selon une cinetique 
d'ordre 1. 

Le substrat Fru(l,6)P 2 et le substrat analogue rhexitol-P 2 , 
un puissant inhibiteur competitif des aldolases, montrent une protection de 
Tenzyme contre rinactivation par le FHN-P (Tableau 1), correspondant & une 
inhibition se produisant au niveau du site actif de l'enzyme. 

Les conditions exp6rimentales et les mesures effectu6es, 
reprises dans le tableau 1 ci-apr&s, sont les suivantes : l'aldolase native (RM) de 
muscle de lapin (0,2 mg/ml) est incub6e en presence d'une concentration fixe de 
FHN-P (250 \M) dans le tampon TEA (volume final de 1 ml ; pH 7,6) avec ou 
sans Fru(l, 6)P 2 ou hexitol~P 2 (1 mM) ; Tactivit6 enzymatique des aliquotes est 
analysee apr&s 80 minutes d f incubation. 

Par comparaison, dans les memes conditions 
experimentales (decrites dans le Tableau 1), Tanalogue non-phosphoryl6 du 
FHN-P (l,6-dihydroxy-2-naphtald6hyde ou DHNA, a 250 ^M) est totalement 
inactif suggerant fortement Implication fonctionnelle du groupement phosphate 
dans la fixation de FHN-P au site actif de l'enzyme. Les parametres cinetiques 
derivent des constantes apparentes d'ordre 1 (k app ) mesurees pour differentes 
concentrations d'inhibiteur (0,01-1,5 mM) selon Tequation eqn.(3) et sont repris 
dans le Tableau 2. 
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Tableau 1 



Conditions 


Activity specifique (UniteVmg) 


RM seul 


12,5±0,5 


RM + FHN-P 


2,8±0,3 


RM + FHN-P + Fru(l,6)P 2 


5,2±0,4 


RM + FHN-P + hexitol-P 2 


9,9±0,5 


RM + DHNA 


12,5±0,5 


Tableau 2 


Parametres 


Valeur 


K t (iM) 


250±100 


k 2 (min" 1 ) 


0,07±0,01 


k_ 2 (min" 1 ) 




K t *(rM) 


40±20 



5 



L'activite enzymatique est recuperee pour partie en 
incubant les enzymes inactivees dans une solution depourvue de FHNkP et 
contenant une concentration saturante en hexitol-P 2 (10 mM). La valeur de la 
constante d'ordre 1 (£^=1,3+7, lO^min" 1 ) refletant le recouvrement de l'activite 
10 enzymatique est d'environ quatre ordres inferieurs a la constante deactivation k 2 . 

FHN-P se comporte done comme un inhibiteur reversible 
d6pendant du temps. D'apres les valeurs exposees dans le Tableau 2, la constante 
globale de dissociation K t * peut etre estim6e k 40±20 nM. Par ailleurs, l'activite 
enzymatique ne peut etre restaur£e apres un traitement du complexe enzyme- 
15 inhibiteur par le borohydride de sodium, ce qui suggere que le mecanisme 
d'inhibition par FHN-P engendre la formation d*une base de Schiff avec un 
rdsidu de lysine du site actif. 

- Interaction du FHN-P avec l'acide aminocaproique 

Le FHN-P et le groupe e-amino des r6sidus de lysine de 
20 l'aldolase ont ete pris comme module pour la formation de la base de Schiff ; la 
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reaction de FHN-P (IOjiM) avec Tacide aminocaproique (0,1-1 mM) comme 
reference, et a 6t6 suivie par spectroscopie UV/visible de difference. La reaction 
modele, representee a la Figure 3 (partie sup6rieure), se caracterise par des 
changements d'absorbance en UV/visible de difference correspondant a deux 

5 maxima a 425 nm (Ae 3730 + 200 M^.cm" 1 ) et k 291 nm (Ae 13080 ± 700 
M^.cm" 1 ), ce qui peut etre attribu6 k la formation d'une base de Schiff. Cette 
r6action module se caracterise egalement par deux minima a 367 nm (Ae-740 ± 
50 M^cnr 1 ) et k 267 nm (Ae-5650 + 300 M" l .cm _1 ) resultant de la perte de 
FHN-P k rinterieur-du complexe covalent. La presence des points isosbestiques k 

10 388, 343 et 276 nm indique que les intermediates ne s'accumulent pas et qu'il n'y 
a pas non plus de reaction secondaire. Les changements d'absorbance 
differentielle k Tequilibre deviennent saturants lorsqu ! on augmente les 
concentrations en acide aminocaproique (Figure 2) et la cinetique de reaction 
pour chacune de ces concentrations s'apparente a celle d'un m6canisme 

15 reactionnel de pseudo premier ordre et correspond a une constante d'ordre 2, k 2nd , 
de 0,12 + 0,01 M^.min" 1 a 25°C. La valeur de la constante de dissociation, K d9 du 
complexe FHN-P-acide aminocaproique est de 16 ± 3 mM (Figure 2). 

- Interaction entre FHN-P et Taldolase de muscle de lapin 
Lorsque le FHN-P (0,1-1 mM, de concentration finale) est 

20 ajout6 k une solution contenant Taldolase native (10 jxM de sous-unites), le 
spectre UV/visible de difference resultant presente des maxima k 43 1 et 293 nm, 
des minima k 376 et 268 nm, et des points isosbestiques k 401 et 279 nm 
(Figure 3, partie inferieure). Les legdres differences dans les positions de bandes 
avec la reaction module peuvent etre attribuees a des differences d'envkonnement 

25 proteique de FHN-P par rapport au systeme modele. revolution des spectres de 
differences d'absorbance coincide avec deux mecanismes d'ordre 1 distincts. La 
phase de cinetique rapide se manifeste par un changement d'absorbance plus 
important et un comportement saturant k concentration eievee d'inhibiteur, 
correiee a une perte totale d'activite de Tenzyme. Une phase de cinetique lente est 

30 egalement observee lorsque les analyses sont menees k des concentrations 
saturantes d'hexitol-P 2 (10 mM). Cette phase de cinetique lente, qui correspond a 
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une" constante trente fois plus faible et qui contribue k un quart de la variation 
finale d'absorbance n'est pas liee a l'inhibition observee. A ces concentrations 
saturantes, les coefficients d'absorption molaire relatifs au FHN-P li6 sont 
calcules en supposant que les quatre sites actifs des aldolases sont occup6s : 
Ae 431 = 3600 ± 200 M'W 1 ; Ae 376 = -2140 ± 1 10 M'W 1 ; As 293 = 12480 ± 650 
M^cnf 1 et Ae 268 = 5080 ± 250 M'W 1 . 

La stoechiometrie de la liaison de FHN-P a l'aldolase pour 
une inhibition maximale est coherente avec les absorbances mol6culaires 
difterentielles provenant du complexe acide aminocaproique-FHN-P, qui predit 
au complexe EI* ayant 3,9-4,2 moles de FHN-P li6s par mole d'aldolase 
tetramerique. 

Les parametres cinetiques, K t et k 2 caracterisant la 
formation du complexe EI* sont determines k partir des donnees exposees a la 
Figure 4 selon les equations eqn.(l) ou eqn.(3) et conduisant au£ valeurs de 
K t = 125 ± 25 jiM, k 2 = 0,067 ± 0,004 mur 1 et t A ~ 6 min. 

La constante globale d ! inhibition calculee a partir de 
ces derniers resultats correspond k 25 ± 15 nM. 

- Analyse du complexe aldolase-FHN-P par spectrometrie 
de masse 61ectrospray. 

L'analyse en spectrometrie de masse electrospray d'un 
complexe aldolase-FHN-P a conduit a des masses moleculaires correspondant a : 
un monomere d f aldolase (39212 Da) ; un complexe binaire entre une sous-unite 
d'aldolase et le FHN-P (39460 Da), sous forme de base de Setoff, et des traces de 
complexe tertiaire entre une sous-unite d f aldolase et 2 mol6cules de FHN-P 
(39712 Da) (Figure 5). 

- Interaction entre les mutants de Taldolase RM et FHN-P 
Les residus de lysine 107, 146 et 229 sont localises au 

niveau des sites actifs de Taldolase et sont ainsi des condidats pour r^aliser 
reactivation via la formation d'une base de Schiff avec le FHN-P. Pour identifier 
quelle lysine est responsable des absorbances differentielles en presence de 
FHN-P, des mutations ponctuelles de ces residus de lysine ont et6 realises et 
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nominees : K107M (Research CoUaboratoiy for Structural Bioinformatics 
Protein Databank), K146M (Blonski C. et a/., 1997,Biochem. J. 323:71-77) et 
K229M (Research Collaboratory for Structural Bioinformatics Protein 
Databank). La comparison des coordonn6es atomiques de K107M, K229M, et 

5 de Penzyme native, montre que ces mutants de structure sont isomorphes par 
rapport a Tenzyme sauvage (les deviations standard ("rms deviations") des 
coordonnees atomiques par rapport a l'aldolase natif est de 0,41 A et 0,48 A 
respectivement pour les structures K107M et K229M). La spectroscopie 
UV/visible de difference (methode A) a ete utilisee pour examiner la formation 

10 du complexe enzymatique pour chaque mutation ponctuelle en presence dhme 
concentration fixe de FHN-P (300 |iM). L'analyse des donn6es obtenues a 431 
nm est reportee au Tableau 3 . 



Tableau 3 



Aldolase 


Activite specifique 


Activit6 specifique 


Kpp 


AA relative a 




(unit6s/mg) 


residuelle (%) 


(min- 1 ) 


431 nm(%) 


Sauvage 


12,5 


nd (non detect^) 


0 3 045dz0,0025 


100 








0,0015±0,0003 


25 


K229M 


3.10' 6 


nd 


0,040±0,0025 


95 








0,0015±0,0003 


25 


K107M 


0,7 


95 


0,0015±0,0005 


30 


K146M 


2.10" 3 


ad 


0,005±0,0005 


98 








0,0015±0,0003 


25 



15 Les spectres de difference observes pour le mutant K229M 

sont identiques k ceux observes avec Mdolase sauvage. devolution de la 
reaction peut etre justifiee par deux mecanismes d ! ordre 1 distincts. Les 
parametres cin6tiques et le niveau de complexe EI* form6 sont identiques a ceux 
obtenus avec Tenzyme sauvage, et excluent la Lys-229 comme residu de lysine 

20 directement responsable de la formation de la base de Scbiff. 

Par comparaison, les spectres de differences du mutant 
K107M et de FHN-P montrent une phase de cinetique lente dont la constante et 
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Tabsorbance maximale sont identiques aux valeurs de la phase lente observee 
pour l'enzyme sauvage. L'absence de phase rapide ajoutee k l'absence d'inhibition 
de l'enzyme prcmve rimplication de la Lys-107 dans le phenomene d'inhibition 
reversible d6pendante du temps. 

La reaction du mutant K146M avec FHN-P a pour resultat 
un changement global d'absorbance k l'equilibre, comparable avec ce qui est 
observe pour Taldolase sauvage (Tableau 3). La phase de la cinetique associee a 
Tinhibition enzymatique, bien que correspondant k un m6canisme d'ordre 1, 
difffcre cie ce qui est observe dans le cas de Taldolase sauvage par une formation 
tr&s lente de la base de Schiff. La substitution de la Lys-147 par une methionine 
engendre done une baisse significative du taux de complexes EI* formes, mais 
ne change pas la capacite du mutant i former le complexe. Ainsi, la Lys-146 n ! est 
pas requise pour la formation de la base de Schiff mais facilite considerablement 
celle-ci. 
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REVENDICATIONS 
1/ - Compose aromatique comprenant un groupement 
aldehyde, un groupement phenol et un groupement phosphate ou un mimetique, 
caract6ris6 : 

5 - en ce que son noyau aromatique comprend deux maillons aromatiques de 

type benzenique, 

- et en ce qu f il repond a la formule g6n6rale suivante : 
.CHO 



JO 




dans laquelle : 

• le groupement aldehyde (-CHO) et le groupement phenol (-OH) sont 
fix6s k deux atomes de carbone adjacents d'un meme maillon aromatique, 
dit premier maillon aromatique, 
15 • et fixe k un atome de carbone d'un deuxieme maillon aromatique dit 

second maillon aromatique, R est un groupement phosphate ou un 
mimetique du groupement phosphate choisi parmi : 

- un groupement protecteur enzymolabile adapte pour permettre 
audit compost aromatique un passage passif k travers des 
20 systemes membranaires cellulaires et/ou parasitaires et pour 

pouvoir generer, une fois a l'interieur d'une cellule ou d'un 
parasite, la formation d'un groupement phosphate ou d ? un 
analogue stable du groupement phosphate, 
" un analogue stable du groupement phosphate adapts pour 
25 preserver le compost aromatique d'une dephosphorylation 

spontanee et/ou enzymatique. 

21 - Compost aromatique selon la revendication 1, 
caract6ris6 en ce qu'il a pour formule generate : 
OH 

30 ^>^^ CH0 (n) 
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ou R, est un groupement phosphate ou un mimetique du groupement phosphate. 

3/ - Compose aromatique selon la revendication 1 ou 2, 
caracterise en ce que le groupement protecteur enzymolabile est un groupement 
de nature a etre deproteg^ par une(des) esterase(s) et intracellulaires. 
5 4/ - Compose aromatique selon la revendication 3, 

caracteris6 en ce que le groupement protecteur enzymolabile presente la formule 
generate suivante : 

9 

' OR' 



10 



15 



ou R' est choisi parmi un des groupements suivants 

(IV) 

(V) 




-CH 2 "tT ^CMea 



51 - Compose aromatique selon la revendication 3, 
caract6ris6 en ce que le groupement protecteur enzymolabile presente la formule 
20 g6n£rale suivante : 



25 ou R" est choisi parmi un des groupements suivants 
-CH 2 ^A Et . (VID 

(vm) 



30 " CH 2 VMe ; 



X (ix) 
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-CH 2 x ^CH 2 CHMe 2 



00 



10 



6/ - Compost aromatique selon la revendication 1 ou 2, 
caracterise en ce que le groupement protecteur enzymolabile est un groupement 
de nature a etre deproteg6 par une(des) reductase(s) intracellulaire(s). 

II - Compost aromatique selon la revendication 6, 
caracterise en ce que le groupement protecteur enzymolabile presente la formule 
gen6rale suivante : 

9 

p^QR- (XI) 
' OR'" 

ou R m est choisi parrai un des groupements suivants : 

15 -CH^s-^^,^ (XII) 

O 

8/ - Compose aromatique selon la revendications 1 ou 2, 
caracterise en ce que Tanalogue stable du phosphate est choisi parmi Tun des 
groupements suivants : 
20 - le methylenephosphonate, 

- le difluorom6thylenephosphonate, 

- le monofluoromethylenephosphonate. 

91 - Compose aromatique selon Time des revendications 1 a 
8, caract&rise en ce qu'un atome d'hydrog&ie d'au moins un des atomes de 
25 carbone d'au moins un des maillons aromatiques est substitue par un substituant, 
dit substituant hydrophobe, adapte pour ameliorer Thydrophobicite globale du 
compose aromatique. 

10/ - Compose aromatique selon la revendication 9, 
caracterise en ce que le(les) substituant(s) hydrophobe(s) est(sont) un(des) 
30 groupement(s) alkyle(s) de chaine principale comprenant au maximum trois 
atomes de carbone. 
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1 1/ - Compose aromatique selon Tune des revendications 1 
k 10, pour ses utilisations non-therapeutiques comme agent inhibiteur de l'activite 
des aldolases de classe I. 

12/ - Compose aromatique selon la revendication 11, 
5 caracterise en ce qu'il pr&ente une constante d'inhibition K t inferieure a 25 \M y 
notamment inferieure a 50 nM, typiquement de l'ordre de 25 nM. 

13/ - Compost aromatique selon la revendication 11, 
caracterise en ce qu'il est susceptible d'inhiber au moins une aldolase de fa9on 
irreversible ou quasi irreversible. 
10 14/ - Precede d'inhibition d'aldolases extracellullaires ou 

intracellulaires, a l'exception des aldolases intracellulaires de cellules vivantes 
non isol6es d'un corps humain ou animal, ou d'un embryon humain, caracterise en 
ce qu'on met lesdites aldolases au contact d f au moins un compose aromatique 
selon Tune des revendications 1 a 13, au moins en quantity suffisante pour induire 
15 un effet notable. 

15/ - Precede selon la revendication 14, applique a 
Tinhibition de la glycolyse cellulaire. 

16/ - Proc6de selon la revendication 14 ou 15, applique 
pour enrayer le developpement d'une cellule cancereuse. 
20 17/ - Medicament comprenant un compose aromatique 

selon Tune des revendications 1 k 13. 

18/ - Utilisation d'un compose selon Tune des 
revendications 1 k 13, pour la fabrication d'un medicament pour le traitement du 
cancer. 

25 19/ - Utilisation selon la revendication 18, pour la 

fabrication d'un medicament pour le traitement du cancer s'effectuant selon 
l'approche GRH. 

20/ - Procede de synthese d'un compose l-hydroxy-2- 
naphtaldehyde phosphoryie sur un atome de carbone du deuxieme maillon 
30 aromatique, selon la revendication 1, dans lequel on realise une etape de 
phosphorylation d'un compose 2-naphtaldehyde dihydroxyie, hydroxyie sur 
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ratome de carbone 1 du premier maillon aromatique et sur un des atomes de 
carbone du second maillon aromatique, ladite phosphorylation correspondant a 
une substitution du groupement hydroxyle du second maillon aromatique par un 
groupement phosphate. 
5 21/ - Proc6d6 de synthase selon la revendication 20, 

caracterise en ce que la phosphorylation est initiee par la technique du triethyl 
phosphite, pyridine et iode, dans une solution de CH 2 C1 2 /THF. 

22/ - ProcedS de synthase selon la revendication 20 ou 21, 
caracterise en ce que la phosphorylation se realise sur le l,6-dihydroxy-2- 
1 0 naphtaldehyde pour conduire au 5-fonnyl-6-hydroxy-2-naphtylphosphate. 
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